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1.- Resumen. 	 de refracción de los alrededores. Este hecho es el 
que se utiliza como principio de detección. 
La excitación de este fenómeno se puede 
realizar de dos maneras distintas: incidicndo con 
un haz de electrones sobre la superficie metálica 
o con un haz de fotones. La excitación lumínica 
de la SPR, quc es la utilizada en nuestro caso, se 
cuando una onda electromagnética p_ 
polarizada (TM) incide con un determinado 
ángulo, denominado ángulo de resonancia, sobre 
la intercara de una lámina delgada metálica y un 
mcdio dieléctrico. El ángulo de incidencia viene 
dado por la condición de resonancia, es decir. por 
igualdad del vector de propagación del 
plasmón k,p y la componente del vector de ondas 
haz incidente paralelo a la intercara kxd 
Fig 1.: Representación esquemática de la 
configuración de Kretschemann, mostrando la 
e:l:citación de la SP R por medio de un campo 
evanescente. 
Teniendo en cuenta que el vacío tiene tma 
constante dieléctrica EQ, el prisma Ed y el metal 
f"" el vector de propagación del plasmón viene 
dado por: 
2tr (1)k 
sp A Em +Eo 
con lo que se obtiene la siguiente 
condición de resonancia: 
jE;sen8= I~ (2) 
~ E 
m +Eo 
En esta comunicación se presenta el 
desarrollo de un Prototipo de Biosensor de SPR 
con sistema de referencia que se ha venido 
desarrollando por nuestro gmpo en los últimos 
dos años. El sensor está basado en el Principio de 
Resonancia de Plasmón Superficial y es 
especialmente útil para la detección selectiva y 
cuantitativa de sustancias químicas y 
bioquímicas. 
2.- Introducción. 
La Resonancia de Plasmón Superficial 
(SPR) cs un fenómeno óptico que pem1Íte la 
detección de cambios de índice de refracción en 
las proximidades dí:: la superficie de separación 
entre un metal y un dieléctrica. Por ello. el 
scnsor de SPR se engloba dentro de los sensores 
ópticos de Campo Evanescente [IJ. Este tipo de 
sensores se está convirtiendo en una seria 
altemativa a los análisis químicos clásicos 
(costosos, complicados y lentos) ya que permite 
la realización de medidas en tiempo real con gran 
sensibilidad. Es posible la detección de cambios 
de índice de refracción del orden de 10-5 y la 
adsorción de capas de moléculas sobre la 
superficie del sensor de un grosor medio de 0.1 
nm [2), Su utilización como Biosensor, haciendo 
uso, por ejemplo, de reacciones de 
reconocimiento tipo antígeno/anticuerpo, debido 
a su gran afinidad, asegura la especificidad y la 
fiabilidad de la detección. Se trata de una medida 
directa, por lo que no es necesario el marcado de 
las moléculas a analizar. Los campos de 
aplicación más destacables son el biomédico, el 
veterinario, la industria alimentaria, el control de 
procesos industriales o el control 
medioambiental. 
3. Principio Físico de Detección. 
La Resonancia de Plasmón Superticial es 
una oscilación de la densidad superficial de carga 
que se propaga a lo largo de la superficie de 
. separación entre un metal y un dieléctrico. Las 
. distribuciones de carga generadas producen 
c."lnlpos eléctricos que decaen exponencialmente 
a l\mbos lados de la intercara, lo que ~upone que 
SPR es muy sensible a los cambios de índice 
obtiene 
la 
del 
(Fig.l). 
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siendo e el ángulo de incidencia del haz. Esto 
supone que la SPR sólo puede producirse si 
td <-12o, o lo que es lo mismo, si las constantes 
dieléctricas del metal y el dieléctrico son de 
signos opuestos. Esta condición se da en los 
metales para frecuencias en las regiones 
infrarroja y visible del espeetro. En general, los 
plasmones superficiales se generan en el visible, 
aumentando rápidamente las pérdidas según nos 
acercamos al IR [4]. Los metales más utilizados 
son la plata y el oro. La plata da lugar a 
dispositivos más sensibles, sin embargo, el oro es 
mucho más estable. Para alcanzar la resonancia 
también es necesario una configuración 
asimétrica en la que el índice de refracción del 
dieléctrico sobre el que incide la luz sea mayor 
que la del dieléctrico del lado opuesto de la 
lámina metálica, por ello se utiliza la 
configuración de Kretschmann (Fig. l). 
La excitación del plasmón superficial 
provoca un descenso muy grande de la 
reflectividad del metal ya que los fotones 
incidentes son absorbidos por el gas de 
electrones. Si se mide la intensidad del haz 
reflejado en función del ángulo de incidencia de 
la luz, se observa un mínimo muy pronunciado 
para el ángulo de resonancia. El grosor de la 
lámina metálica es clave para la obtención de un 
mínimo de reflectancia 10 más agudo posible y. 
como consecuencia, una mayor sensibilidad de 
medida. 
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Fig. 2: Detección de la variación de índice de 
refracción del medio externo como 
desplazamiento del ángulo de resonancia para 
tres disoluciones salillas eOIl distintos índices de 
rc~fi'acciólI 
Como se puede deducir de la ecuación 
(2), el ángulo de resommcia depende fuertemente 
del Índice de refracción del medio colindante a la 
lámína metálica. Por ello. las variaciones de 
índice van a ser detectadas como cambios del 
ángulo de resonancia. Cuando se utiliza luz 
monocromática para excitar la SPR se pueden 
realizar dos tipos de medidas distintos: a) la de 

cambio de ángulo de resonancia y, b) la medida 

de la variación de la intensidad del haz reflejado 

a ángulo fijo. 

a} En el primero, la muestra y el detector 

se colocan sobre un soporte rotatorio. Como ya 
 Ihemos comentado, la condición de resonancia se :1 
observa como un mínimo pronunciado de la j 
.. (intensidad reflejada. Cuando se produce un !
cambio de índice de refracción, la curva de , 
resonancia se desplaza (Fig 2). 
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Fig. 3: Detección del cambio de Índice de ¡ 
refracción del medio eXlerno a ángulo fijo. Paso 
de agua. n = 1.3 323 a Ulla disolución salina de 
índice n=1.3335 
b) En el segundo, se fija el ángulo para el 

cual nos encontramos a media altura del pico de 

reflectividad y se miden las variaciones de 

intensidad a dicho ángulo (Fig. 3). De esta 

manera, se pueden medir los cambios de índice 

en tiempo real. 

En la utilización como biosensor, se 

deposita sobre la superficie metálica una capa de 

moléculas receptoras capaces de enlazar 

únicamente las moléculas del analito que se 

quiera detem1ínar. Cuando dichas moléculas 

fluyen sobre la superficie pueden ser 

directamente reconocidas por el receptor al 

producirse el enlace. Esto supone un cambio de 

índice de refracción sobre la superficie del metal 

y, como consecuencia, un desplazamiento del 

ángulo de resonancia que será detectado por 

cualquiera de las dos configuraciones 

mencionadas. Esto pennite realizar medidas en 

tiempo real, directas, es decir, en las que no es 

necesario el marcaje de las moléculas a analizar, 

así como el analizar muestras complejas sin 

purificación. 
4.- Prototipo de Sensor SPR 
El prototipo desarrollado está basado en la 

configuración de Kretschmann. La fuente de luz 

es un diodo láser de 3 mW, polarizado, que emite 
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Fig. 4: Montaje experimental en la configuración de Kretschmann 
a una longitud de onda de 670 nm. La lámina 
metálica es de oro con un grosor de 41 nm, el 
cual está optimizado para la obtención de un pico 
de reflectividad estrecho. Previamente se 
depositan 10 nm de cromo para mejorar la 
adhesión. Estas láminas se depositan sobre~ 
cristales de microscopio por Evaporación térmica 
en Ultra Alto Vacío. El cristal de microscopio es 
adherido al prisma con un aceite cuyo Índice de 
refracción es el mismo que el del prisma y el del 
cristal de microscopio. La lámina de oro se 
coloca de forma que el oro quede en contacto 
directo con las cubetas de flujo. pues ésta es la 
cara en la que se genera el plasmón superficial. 
Dichas cubetas están realizadas en metacrilato, 
poseen un volumen de 300 nI, y tienen una 
separación de 3.1 mm. 
La luz proveniente del láser se divide en 
dos partes iguales con un divisor de haz, 
obteniéndose dos haees paralelos cuya 
separaeión es la misma que la de las cubetas 
(3.1 mm). Como la longitud de propagación del 
plasmón es sólo de unas pocas micras, queda 
asegurada la independencia de la excitación de la 
SPR para cada uno de los dos haces. La luz 
reflejada por la lámina de oro es detectada por un 
. fotodiodo en cuadrante, amplificada y 
digitalizada por una tarjeta de adquisición. Los 
«futos digitales se transmiten a un PC. donde 
.ktán representados en tiempo real. . 
Esta configuración permite la realización 
medidas simultáneas independientes o el uso 
id<: uno de las cubetas como referencia. Esto es de 
gran importancia para discriminar las variaciones 
de intensidad provocadas por la inestabilidad del 
láser, cambios de índice de refracción por 
variaciones de temperatura, así como para 
diferenciar las variaciones de in!ensidad debidas 
a la reacción de reconocimiento frente a las de 
los cambios de Índice de refracción de la 
disolución. 
La inmovilización de las moléculas 
receptoras sobre la superficie metálica es un 
punto clave en el desarrollo del sensor. El 
método de inmovilización utilizado debe 
mantener la estabilidad y actividad del enlace 
biológico del receptor. Generalmente, la 
adsorción directa sobre el metal no es un 
procedimiento adecuado ya que orienta los 
receptores al azar. A pesar de estas dificultades, 
es el método que utilizamos por su rapidez y 
facilidad. Es posible realizar diversos 
tratamientos qUlmlcos de inmovilización 
superficial que permite orientar los receptores, 
(por ejemplo, mediante covalente), lo que 
llevaría a una mayor sensibilidad de detección, 
puesto que de esta manera aumenta la superficie 
activa. 
5.- Aplicaciones. 
Como caracterización de nuestro sistema 
y como aplicación biotecnológica, hemos 
estudiado la interacción del sistema antígeno­
anticuerpo a-HSAIHSA (Hwnan Serum 
Albumin) para obtener su constante de reacción. 
El proceso es el siguiente. Las medidas se 
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• 
realizan en una disolución salina, PBS 
(Phosphate Buffered Saline), con un pH de 7.35, 
a temperatura ambiente y manteniendo un flujo 
constante de disolución de 20)ll/min. 
(1J g Q. 
:~~~~~~;~ B1'Xlúeo con 
al 
~ ~íi.J¡~<JOt!lO\1> BSA¡¡:= 
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Fig. 5: Formación de mOl1ocapa de HSA y 
bloqueo de la superficie del oro con BSA 
En primer lugar, se depositan los 
antígenos disueltos en PBS sobre la superficie 
del oro por adsorción física (Fig. 5). formándose 
una monocapa. Después de lavar con PBS, se 
introduce una disolución de BSA (Bovine Serum 
Albumin) para rellenar los huecos vacíos de la 
superficie de oro (Fig. 5). Finalmente se inyectan 
los anticuerpos y se observa la inmunorreacci§n 
(Fig.6). ", 
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Fig.6, [nlllllnOrreacCÍón (X-HSA I HSA 
Para obtener la constante de reacción es 
necesaria la introducción de diferentes 
concentraciones de anticuerpo. Se calculan las 
pendientes de las inmunorreacciones para las 
distintas concentraciones y, con ellas. se 
determina la constante de afinidad del enlace 
(Fig.7). 
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7: Obtención de la constante de reacción 
6.- Conclusiones 
Hemos presentado el desarrollo de un 
sensor de resonancia de plasmón superficial con 
sistema de referencia. Éste permite la detección 
de los cambios de las propiedades ópticas como 
las producidas por una reacción bioquímica 
entre un receptor previamente depositado en la 
superficie metálica y su analito complementario. 
Con este sensor, se pueden realizar medidas en 
tiempo real sin necesidad de marcar el analito. Se 
han mostrado los resultados experimentales 
obtenidos en el estudio del sistema a-HSAlHSA 
como ejemplo aplicación biotecnológica. Otras 
aplicaciones del sensor se pueden encontrar en el 
campo clínico, el industrial, en el control 
medioambiental, así como en los ya 
mencionados procesos biotecnológicos. 
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